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Резюме. На основании опыта использования метода жидкостной хроматографии гидрофильных взаимодействий для 
анализа соединений различной природы исследована возможность применения хроматографической колонки XBridge 
Amide 150×4,6 мм для разделения эфиров 4-гидроксибензойной кислоты (парабенов). Сравнивались времена удержи-
вания, порядок выхода и разрешение между пиками парабенов и примеси А (4-гидроксибензойная кислота) при ис-
пользовании подвижных фаз ацетонитрил — фосфатный буфер с содержанием ацетонитрила 7–10 % и подвижных фаз 
ацетонитрил — вода с содержанием ацетонитрила 96–99 % на указанной колонке. На основании полученных данных 
установлено, что для разделения гомологов парабенов между собой предпочтительно использование обращенно-фазо-
вого варианта хроматографии, а для анализа примеси 4-гидроксибензойной кислоты — хроматографии гидрофильных 
взаимодействий. При анализе возможных механизмов удерживания соединений на колонке XBridge Amide сделано 
предположение, что в отличие от аминогрупп амидные группы сорбента не обладают сродством к фенольным гидрок-
сильным группам парабенов в условиях жидкостной хроматографии гидрофильных взаимодействий.
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Abstract. The article investigates the applicability of the amino column XBridge Amide 150×4.6 mm for separation of 4-hy-
droxybenzoic acid esters (parabens) — based on experience with hydrophilic interaction liquid chromatography used for analysis 
of various compounds. The study analysed the retention times, elution order and resolution between the peaks of parabens and 
impurity A (4-hydroxybenzoic acid) while using acetonitrile : phosphate buffer mobile phases containing 7–10 % of acetonitrile 
and acetonitrile : water mobile phases containing 96–99 % of acetonitrile, and the above-mentioned column. It was demonstrated 
that reversed-phased chromatography was preferable for separation of paraben homologues, while hydrophilic interaction chro-
matography was preferable for analysis of 4-hydroxybenzoic acid impurity. When analysing potential mechanisms of retention of 
compounds by the XBridge Amide column it was suggested that, unlike amino groups, amide groups of the sorbent do not have 
affinity for phenolic hydroxyl groups of parabens in hydrophilic interaction liquid chromatography.
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Парабены, или эфиры пара-гидроксибензой-
ной кислоты, применяют как антимикробные 
консерванты при изготовлении мягких и жидких 
лекарственных форм (суспензий, микстур, мазей 
и кремов). В составе твердых желатиновых капсул 
парабены могут применяться для предотвращения 
разрушения желатина микроорганизмами. Наи-
более часто в составе лекарственных средств ис-
пользуют метилпарабен (нипагин) и пропилпара-
бен (нипазол) как отдельно, так и в сочетании друг 
с другом. Кроме того, следует отметить, что наряду 
с нейтральными (фенольными) формами парабенов 
в Фармакопее США описаны натриевые (раствори-
мые) формы парабенов [1, 2].
В монографиях Европейской фармакопеи 
и Фармакопеи США приведены условия анали-
за для метил-, этил- и пропилпарабенов в режиме 
обращенно-фазовой хроматографии на колонках 
С18 150×4,6 мм (5 мкм). В качестве подвижной фазы 







с метанолом (35:65), детек-
тирование при длине волны 272 нм. При анализе 
бутилпарабена, как более массивного гомолога, на 
той же колонке соотношение компонентов подвиж-
ной фазы иное — 50:50, что связано с определени-
ем специфичной примеси изобутилпарабена [3]. Во 
всех монографиях на парабены нормируется содер-
жание 4-гидроксибензойной кислоты (примеси А). 
Необходимо отметить, что в описанных условиях 
4-гидроксибензойная кислота элюируется с колон-
ки до парабенов. В большинстве случаев небольшое 
время удерживания соединения затрудняет его ко-
личественный анализ из-за плохого разделения с 
пиками «мертвого» объема.
Ранее было показано, что хроматографические 
колонки с фенильными и нитрильными сорбен-
тами могут быть использованы для определения 
парабенов в лекарственных препаратах в условиях 
обращенно-фазовой хроматографии [4]. В условиях 
жидкостной хроматографии гидрофильных взаимо-
действий на колонке Zorbax NH
2
 не удается достичь 
такой же степени разделения гомологов парабенов 
между собой, однако появляется возможность уве-
ренно определять примесь 4-гидроксибензойной 
кислоты, поскольку в этих условиях анализа [5] дан-
ная примесь элюируется с хроматографической ко-
лонки после парабенов.
Присутствие фенольных гидроксильных групп 
в молекулах анализируемых соединений, а также 
в антиоксидантах бутилгидроксианизоле и бутил-
гидрокситолуоле [6, 7] объясняет определенную 
схожесть поведения парабенов и этих антиокси-
дантов на колонках с аминосорбентами в условиях 
жидкостной хроматографии гидрофильных взаи-
модействий [8]. Можно ожидать такую же схожесть 
поведения парабенов и на колонке с амидным сор-
бентом.
Цель работы — исследовать возможность при-
менения хроматографической колонки с амидным 
сорбентом для анализа парабенов, а также уточнить 
механизм их хроматографического разделения на 
данных колонках.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исследования проводились на хроматогра-
фе Agilent 1100 с диодно-матричным детекто-
ром (Agilent Technologies, США). Разделение 
парабенов осуществляли на колонках XBridge 
Amide 150×4,6 мм (3,5 мкм) (Waters, Ирландия) 
и Zorbax NH
2
 150×4,6 мм (5 мкм) (Agilent Technologies, 
США). Детектирование при длине волны 260 нм. 
Скорость потока элюента составляла 1,0 мл/мин. 
Объем ввода пробы 5 мкл.
Составы использованных подвижных фаз при-
ведены в таблицах и подписях к рисункам.
В работе использовали стандартные образцы 
метилпарагидроксибензоата и этилпарагидрокси-
бензоата Европейской фармакопеи, стандартный 
образец пропилпарабена Фармакопеи США, а 
также н-бутил-4-гидроксибензоат (бутилпарабен) 
(ABCR GmbH, Германия), 4-гидроксибензойной 
кислоты н-гептиловый эфир (н-гептилпарабен) 
(Dr. Ehrenstorfer GmbH, Германия) и 4-гидрокси-
бензойную кислоту (Sigma-Aldrich, США). Пробы 
растворяли в смеси ацетонитрил — вода (95:5) (хро-
матография гидрофильных взаимодействий) либо 
ацетонитрил — вода (30:70) (обращенно-фазовая 
хроматография). Перед введением в хроматограф 
все пробы центрифугировали при 11 тыс. об/мин 
в течение 7 мин (центрифуга Eppendorf minispin, 
Германия).
РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В условиях жидкостной хроматографии ги-
дрофильных взаимодействий свойства колонок 
с амидными сорбентами могут быть, в зависимости 
от анализируемых соединений, как близки (разде-
ление мочевины и гидроксикарбамида, анализ ко-
ординационных соединений платины) [9–12], так 
и значительно отличаться от колонок с аминосор-
бентами (разделение изомеров бутилгидрокситолу-
ола, анализ органических нитратов) [8, 13, 14].
На рисунке 1 представлена хроматограмма раз-
деления модельной смеси парабенов в условиях 
хроматографии гидрофильных взаимодействий на 
колонке XBridge Amide. Следует отметить, что при 
этом меняется очередность элюирования анализи-
руемых соединений по сравнению с обращенно-фа-
зовой хроматографией (рис. 2) и уменьшается раз-
решающая способность колонки.
В таблице 1 приведены некоторые результаты 
хроматографирования модельной смеси парабенов 
в условиях обращенно-фазовой хроматографии на 
амидной колонке XBridge Amide. С уменьшением 
содержания ацетонитрила в подвижной фазе зако-
номерно возрастают времена удерживания анализи-
руемых парабенов. Нормируемая в парабенах при-
месь (4-гидроксибензойная кислота) элюируется 
с колонки в этом режиме до парабенов (рис. 2).
При сравнении полученных результатов с ре-
зультатами предыдущих исследований [5] становит-
ся очевидно, что колонка с амидным сорбентом по 
степени разделения парабенов, которая может быть 
достигнута в режиме хроматографии гидрофильных 
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Рис. 1. Хроматограмма разделения модельной смеси стан-
дартных образцов парабенов. Условия анализа: колонка 





 (99:1); скорость потока — 1,0 мл/
мин; детектирование 260 нм
Рис. 2. Хроматограмма разделения модельной смеси стан-
дартных образцов парабенов и 4-гидроксибензойной кис-
лоты. Условия анализа: колонка XBridge Amide 150×4,6 мм 




в воде (7:93); скорость потока — 1,0 мл/мин; детектирова-
ние 260 нм
1 — н-гептилпарабен, 2 — пропилпарабен,  
3 — метилпарабен
1 — 4-гидроксибензойная кислота, 2 — метил- 
парабен, 3 — этилпарабен, 4 — пропилпарабен,  
5 — бутилпарабен
Таблица 1
ВРЕМЕНА УДЕРЖИВАНИЯ И РАЗРЕШЕНИЕ МЕЖДУ ПИКАМИ МЕТИЛ-, ЭТИЛ-, ПРОПИЛ- И 




пиками метил- и 
этилпарабена
Разрешение между 






















 (7:93) 3,36 3,85 3,54 5,45 7,40
* Средняя величина пяти определений для каждого условия хроматографирования.
взаимодействий, уступает в этом колонке с амино-
сорбентом (рис. 3).
Таким образом, применение хроматографии ги-
дрофильных взаимодействий на колонке с амидным 
сорбентом XBridge Amide для анализа гомологиче-
ского ряда парабенов оказывается практически не-
возможным. Однако в описанных условиях амидная 
колонка пригодна для определения примеси 4-ги-
дроксибензойной кислоты в парабенах. Данная при-
месь в этих условиях элюируется позже парабенов, 
которые в режиме гидрофильных взаимодействий 
очень слабо удерживаются хроматографической 
колонкой (рис. 4). Анализ 4-гидроксибензойной 
кислоты на колонке с амидным сорбентом XBridge 
Amide в условиях хроматографии гидрофильных 
взаимодействий может быть предложен как альтер-
нативный вариант определения этой примеси в па-
рабенах.
В таблице 2 приведены сравнительные ре-
зультаты времени удерживания, эффективности 
колонки и коэффициента асимметрии 4-гидрок-
сибензойной кислоты в зависимости от соотноше-
ния ацетонитрил–вода в подвижной фазе. Следует 
отметить, что с увеличением доли ацетонитрила 
увеличивается время удерживания 4-гидроксибен-
зойной кислоты, данный факт характерен для жид-
костной хроматографии гидрофильных взаимо-
действий.
При анализе 4-гидроксибензойной кислоты 
проявляется различие в свойствах хроматографи-




нообменник, на котором для элюирования 4-ги-
дроксибензойной кислоты необходимо применять 
подвижные фазы, содержащие 20–30 водных частей 
1 % уксусной кислоты [5]. Амидный сорбент XBridge 
Amide не обладает подобными свойствами и прак-
тически не обладает сродством к фенольным ги-
дроксильным группам парабенов. На этом сорбенте 
для элюирования 4-гидроксибензойной кислоты в 
составе подвижной фазы достаточно только 1–2 % 
воды (табл. 2).
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Рис. 3. Хроматограмма разделения модельной смеси стан-
дартных образцов парабенов [5].
Условия анализа: колонка Zorbax NH
2
 150×4,6 мм (5 мкм); 





рость потока — 1,0 мл/мин; детектирование 260 нм
Рис. 4. Хроматограмма разделения модельной смеси стан-
дартных образцов парабенов и 4-гидроксибензойной кис-
лоты. Условия анализа: колонка XBridge Amide 150×4,6 мм 
(3,5 мкм); подвижная фаза: ацетонитрил—вода (97:3); ско-
рость потока — 1,0 мл/мин; детектирование 260 нм
1 — н-гептилпарабен, 2 — бутилпарабен,  
3 — этилпарабен, 4 — метилпарабен
1 — смесь метил-, этил-, пропил-  
и бутилпарабенов,  
2 — 4-гидроксибензойная кислота
Таблица 2
ПАРАМЕТРЫ ХРОМАТОГРАФИРОВАНИЯ 4-ГИДРОКСИБЕНЗОЙНОЙ КИСЛОТЫ НА КОЛОНКЕ XBridge Amide*
Состав подвижной фазы
Время удерживания  
4-гидроксибензойной  
кислоты (мин)






Ацетонитрил—вода (96:4) 2,96 4300 1,28
Ацетонитрил—вода (98:2) 5,22 2630 1,56
Ацетонитрил—вода (99:1) 6,55 2180 1,95
* Средняя величина пяти определений для каждого условия хроматографирования.
ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате проведенного исследования уста-
новлено, что жидкостная хроматография гидро-
фильных взаимодействий на колонке XBridge Amide 
оказывается неэффективной для анализа гомологи-
ческого ряда парабенов. Разрешение между пиками 
парабенов в этих условиях существенно меньше, 
чем при использовании обращенно-фазовой хро-
матографии. Однако указанная колонка с амидным 
сорбентом пригодна в условиях
 
жидкостной хрома-
тографии гидрофильных взаимодействий для опре-
деления примеси 4-гидроксибензойной кислоты 
в парабенах. Смена режима элюирования приводит 
к смене порядка выхода компонентов с колонки, 
и нормируемая примесь удерживается дольше пара-
бенов, которые, практически не разделяясь, элюи-
руются в начале хроматограммы.
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